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Resumen
“All we have to decide is what to do with the time that is
given us.”
— J. R. R. Tolkien
El objetivo de este trabajo es estudiar el feno´meno de hipertermia mediante un cam-
po magne´tico externo aplicado sobre nanopart´ıculas magne´ticas dentro de un modelo
celular. Para este fin es necesario, como primera etapa, un estudio de la incorpora-
cio´n de las nanopart´ıculas a las ce´lulas. Para esto se decidio´ utilizar como modelo a
levaduras saccharomyces cerevisiae.
Se sintetizaron part´ıculas de distintas composiciones. Cada una de ellas paso´ por un
proceso de funcionalizacio´n que resulta en un coating de azu´car sobre las mismas. Los
azu´cares utilizados fueron dextrosa y glucosa.
El proceso de funcionalizacio´n pudo comprobarse mediante espectros de reflexio´n de
luz infrarroja. Se estudio´ mediante dispersio´n de luz la variacio´n del dia´metro de los
aglomerados que refleja la variacio´n en la interaccio´n de las part´ıculas debida a los
recubrimientos. Se caracterizaron magne´ticamente las part´ıculas utilizando un mag-
neto´metro de muestra vibrante.
Se purifico´ y cultivo´ una l´ınea celular de levaduras. Para su conservacio´n, se la
congelo´ en suspensio´n 50 % glicerol. Se verifico´ la incorporacio´n de las nanopart´ıculas
a las ce´lulas a partir del comportamiento magne´tico de las levaduras.
Se obtuvieron resultados positivos de calentamiento y muerte celular para part´ıculas
de o´xido de hierro dopadas con cinc recubiertas por glucosa. La temperatura alcanzada
fue de 55 ◦C. Se comprobo´ que la muerte por toxicidad de estas part´ıculas corresponde
al 0, 003 % de la densidad celular.
Palabras clave: HIPERTERMIA - NANOPARTI´CULAS MAGNE´TICAS - SAC-
CHAROMYCES CEREVISIAE
viii
Cap´ıtulo 1
Introduccio´n y motivacio´n
“Set your goals high, and don’t stop ’till you get there.”
— Bo Jackson.
1.1. Motivacio´n
Las nanopart´ıculas magne´ticas presentan interesantes aplicaciones en biomedicina.
Sus dimenciones se encuentran en el orden de unos pocos nano´metros hasta algunas
decenas, taman˜o mucho menor a los de las ce´lulas, que esta´n entre 10 y 100 µm, y es
comparable al de los virus, de entre 20 y 450 nm, las prote´ınas, de entre 5 y 50 nm, o
un gen de 2 nm de ancho y entre 10 y 100 nm de longitud [1].
Las part´ıculas pueden ser recubiertas por mole´culas biocompatibles para hacerlas
interactuar con entidades biolo´gicas [2],[3]. Adema´s, por ser magne´ticas, pueden mani-
pularse mediante un gradiente de campo magne´tico externo.
Esta “accio´n a distancia”, combinada con la penetrabilidad de los campos magne´ticos
en los tejidos humanos, abre una serie de posibles aplicaciones que incluyen transporte
y/o inmovilizacio´n de part´ıculas magne´ticas o entidades biolo´gicas espec´ıficas.
Adema´s, las part´ıculas pueden responder a la accio´n de un campo magne´tico variable
en el tiempo, resultando en la transferencia de energ´ıa por la excitacio´n de la part´ıcula
magne´tica debida al campo aplicado. La part´ıcula puede entonces ser calentada, per-
mitiendo el tratamiento por hipertermia. Este consiste en la entrega de energ´ıa te´rmica
a niveles elevados, nocivos para las ce´lulas objetivo como pueden ser las pertenecientes
a tumores.
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Principios f´ısicos
La descripcio´n de la magnetizacio´n para N momentos magne´ticos no interactuantes
por unidad de volumen esta´ dada por la funcio´n de Brillouin
BJ(x) =
2J + 1
2J
ctanh(
(2J + 1)x
2J
)− 1
2J
ctanh(
x
2J
) (1.1)
donde J es el momento angular total de cada momento. Para casos en que el campo
sea pequen˜o o la temperatura muy alta, x = µH
kBT
<< 1. Bajo estas condiciones puede
aproximarse
ctanh(x) =
1
x
+
x
3
(1.2)
llegando a la forma dada por la Ley de Curie [4]. Esta indica que la relacio´n de la
magnetizacio´n M con la temperatura y el campo aplicado es de la forma M = χH
siendo χ la suceptibilidad magne´tica con χ = C/T donde C = Nµ
2
3KBT
la constante
de Curie, espec´ıfica para cada material. La unidad de M en el sistema cgs es el emu,
equivalente a A/m en el SI.
Algunos materiales con momentos magne´ticos interactuantes presentan estados de
orden magne´tico incluso sin un campo magne´tico aplicado. Esto permite clasificarlos
en ferromagne´ticos, ferrimagne´ticos y antiferromagne´ticos segu´n la naturaleza de la
interaccio´n de acoplamiento entre los electrones dentro del material. Este acoplamiento
puede dar lugar a grandes magnetizaciones inherentes al material.
Los momentos magne´ticos ordenados de un material forman los llamados dominios
magne´ticos que corresponden a zonas en que estas regiones ordenadas magne´ticamente
lo hacen en diferentes direcciones, como se muestra en la Fig. 1.1.
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Figura 1.1: Esquema de los dominios magne´ticos dentro de un material.
La separacio´n entre ellos esta´ dada por las paredes de dominio, que corresponden
a zonas delgadas de transicio´n entre los dominios. En ellas, se observa una variacio´n
gradual en la orientacio´n de los momentos magne´ticos, yendo desde la orientacio´n de
un dominio hasta la del otro como se observa en la Fig. 1.2. Esta disposicio´n es tal que
la energ´ıa magne´tica total del material resulta minimizada. Por lo tanto, puede ocurrir
que un material disponga sus dominios de manera que la magnetizacio´n neta sea nula,
o puede darse la situacio´n en que energe´ticamente convenga un monodominio, dando
una magnetizacio´n neta diferente de cero.
Figura 1.2: Zonas de transicio´n entre los dominios, conocidas como paredes de dominio
Las paredes de dominio se encuentran en el orden nanome´trico, por lo que materiales
de estas dimensiones el estado de menor energ´ıa es conformar un monodominio. Por
lo tanto, las nanopart´ıculas presentan naturalmente un momento magne´tico µ y una
direccio´n de anisotrop´ıa. El momento magne´tico resulta mucho mayor a los momentos
magne´ticos de los iones que conforman el dominio.
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1.1.1. Tiempo caracter´ıstico
Entre las posiciones de equilibrio estable para la magnetizacio´n de la part´ıcula, existe
una barrera de energ´ıa debida a la anisotrop´ıa intr´ınseca de la misma, dada por su
estructura cristalina, su forma y su superficie. La evidencia experimental muestra que
en general las part´ıculas presentan una anisotrop´ıa efectiva con simetr´ıa uniaxial dada
por ∆E = KV , donde K es la densidad de energ´ıa de anisotrop´ıa y V es el volumen
de la part´ıcula.
Esta proporcionalidad directa entre ∆E y el volumen es importante para part´ıculas
pequen˜as en las cuales ∆E es comparable con kBT a temperatura ambiente.
Al aplicar un campo magne´tico, la magnetizacio´n de la part´ıcula tendera´ a alinearse
con el mismo, pero no lo logra seguir en fase. Como resultado, se obtiene un ciclo
con histe´resis; la potencia promedio absorvida sera´ igual al a´rea de este ciclo por la
frecuencia.
Existen dos mecanimos de relajacio´n magne´tica mediante los cuales la magnetizacio´n
se invierte. Uno de ellos es el mecanismo de relajacio´n de Brown. Es aquel para el cual
la magnetizacio´n se encuentra fijada a la part´ıcula y, para invertirla, debera´ rotar la
part´ıcula completa. En este caso la barrera de energ´ıa estara´ dada por la viscosidad
del medio en que se encuentre la part´ıcula. El tiempo propio de esta relajacio´n puede
expresarse segu´n
τB =
3ηVH
KBT
(1.3)
donde eta es la viscosidad del medio, VH es el volumen hidrodina´mico de la part´ıcula,
correspondiente al volumen de la part´ıcula ma´s el del l´ıquido que arrastre por viscosidad
en su movimiento, y KBT es la energ´ıa te´rmica.
Por otro lado, existe el mecanismo de relajacio´n de Neel, en el que la magnetizacio´n
rota internamente sin cambiar la posicio´n de la part´ıcula. En este caso, la barrera de
energ´ıa viene dada por la anisotrop´ıa de la part´ıcula y el tiempo de relajacio´n se expresa
como
τN = τ0exp
∆E
kBT
(1.4)
siendo τ0 una constante dependiente del material, ∆E la barrera de energ´ıa dada por
la anisotrop´ıa y kBT -como ya se dijo- la energ´ıa te´rmica.[5]
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Observar el superparamagnetismo no depende u´nicamente de la temperatura sino
tambie´n del tiempo de medicio´n u observacio´n τm. Si τm >> τ las variaciones del
momento de la nanopart´ıcula ocurren en un tiempo menor al de medicio´n y en el
sistema se observa un comportamiento tipo paramagne´tico (PM), correspondiente a
un re´gimen superparamagne´tico. Si, en cambio, τm << τ entonces el sistema no llegara´
a cambiar su magnetizacio´n y se observara´ como un sistema bloqueado.
En el re´gimen superparamagne´tico, el momento magne´tico tiene un comportamiento
similar a un momento magne´tico cla´sico, por lo que es va´lido suponer que
M(H,T ) = MsL( µH
kBT
) (1.5)
siendo L la forma funcional de Langevin
L(x) = cotg(x)− 1/x (1.6)
que corresponde al l´ımite de la funcio´n de Brilluin en el que J tiende a infinito y ~
tiende a cero.
Para utilizar cl´ınicamente las nanopart´ıculas, existen ciertos requisitos. Entre ellos
es su´mamente importante que las part´ıculas a utilizar sean superparamagne´ticas a
temperatura corporal (37 ◦C). Los momentos magne´ticos de los monodominios super-
paramagne´ticos cambian aleatoriamente el sentido de su magnetizacio´n, teniendo una
interaccio´n dipolar promedio nula entre ellos y as´ı evitando la aglomeracio´n de las
part´ıculas en suspensio´n. De este modo, en el caso de ser inyectadas en nuestro orga-
nismo, no se formar´ıan trombos impidiendo la circulacio´n sangu´ınea y se evitar´ıa la
formacio´n de coa´gulos. Sin embargo, el comportamiento de las part´ıculas a frecuencias
de centenas de kHz, propios de los experimentos de hipertermia, presenta un ciclo de
histe´resis que sera´ el que permita el calentamiento.
1.1.2. Hipertermia
La posibilidad de tratar el ca´ncer por medio de la hipertermia inducida artificial-
mente lleva al desarrollo de diferentes dispositivos disen˜ados para quemar las ce´lulas
malignas evitando el tejido sano.
El procedimiento de hipertermia por fluido magne´tico consiste en fijar part´ıculas
magne´ticas en el tejido objetivo, y una vez localizadas aplicar un campo magne´tico AC
de algunos cientos de Gauss y frecuencia del orden de los cientos de kHz para que las
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part´ıculas se calienten. Este calor se transmite al tejido circundante, eleva´ndolo por
sobre una temperatura de 42 ◦C durante 30 minutos o ma´s, de modo de provocar la
muerte celular y, as´ı, el tumor quedar´ıa destru´ıdo.
La mayor´ıa de los dispositivos creados se restringen en su uso por el dan˜o que pro-
vocan al tejido sano, mientras que la hipertermia mediante nanopart´ıculas magne´ticas
presenta el beneficio de poder localizarse. El desaf´ıo se encuentra en poder entender
los para´metros involucrados en este mecanismo para generar el calor suficiente en el
tejido objetivo utilizando un campo magne´tico AC que cumpla los objetivos sobre el
tratamiento planteado (muerte celular de las ce´lulas cancerosas).
1.2. Plan de accio´n
El trabajo se separa en 3 secciones principales. En el Cap´ıtulo 3 se presenta el estudio
y ajuste del modelo celular utilizado: las levaduras saccharomyces cerevisiae. La etapa
de s´ıntesis, funcionalizacio´n y caracterizacio´n de las part´ıculas magne´ticas se presenta
en el Cap´ıtulo 5. La u´ltima etapa del trabajo consiste en la unio´n de las dos primeras,
aplicando el campo magne´tico a las part´ıculas dentro de los cultivos celulares. Para
llegar a esta etapa del trabajo, se realizo´ una prueba de concepto que justificara el
proyecto. Por lo tanto, se presentan la prueba de concepto en el Cap´ıtulo 4 y el estudio
de hipertermia en cultivos celulares en el Cap´ıtulo 6. Por u´ltimo, en el Cap´ıtulo 7 se
presentan las conclusiones de este trabajo.
Cap´ıtulo 2
Nanopart´ıculas magne´ticas
“It’s so easy when you know the lyrics.”
— Ella Fitzgerald.
2.1. S´ıntesis
Las part´ıculas se sintetizan por una reaccio´n qu´ımica de descomposicio´n a alta tem-
peratura de precursores orga´nicos en presencia de a´cido oleico y oleilamina como sur-
factantes. Esta s´ıntesis da como resultado la obtencio´n de nanopart´ıculas recubiertas
de a´cido oleico de taman˜o definido con una distribucio´n angosta de taman˜o.
Para la s´ıntesis de nanopart´ıculas se utiliza un balo´n de tres bocas. En una de ellas se
colocara´ un termo´metro, en otra una va´lvula por la que ingresar un flujo controlado de
Nitro´geno para generar una atmo´sfera inerte. En la u´ltima boca disponible se colocara´
en el momento adecuado un condensador. Se representa un esquema en la Fig. 2.1.
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Figura 2.1: Esquema del dispositivo utilizado para realizar las s´ıntesis de nanopart´ıculas.
Se utiliza octadeceno para la dilucio´n de los precursores y surfactantes como medio
apolar. El a´cido oleico y la oleilamina forman en e´l pequen˜as micelas exponiendo sus
colas no polares al solvente y uniendo sus cabezas polares a los Fe disponibles. De
esta manera, las micelas funcionan como pequen˜os reactores donde ocurrira´ la reaccio´n
de los precursores que de lugar a las part´ıculas. Por esto, al finalizar la s´ıntesis, e´stas
quedara´n recubiertas por a´cido oleico.
Adema´s, se deben controlar las rampas de temperatura, ya que de la velocidad de
cambio en la temperatura determinara´ el taman˜o de las part´ıculas. A rampas ma´s
ra´pidas, part´ıculas de mayor taman˜o, ya que altas velocidades de calentamiento las
part´ıculas ma´s pequen˜as no logran la estabilidad y coalescen en part´ıculas mayores.
Otros factores que influyen sobre el taman˜o de las part´ıculas sintetizadas es la propor-
cio´n de precursor y surfactantes, y la temperatura final que alcance el sistema.
En todas las s´ıntesis realizadas, se utiliza Acetil Acetonato de Hierro, Fe(acac)3,
como precursor. E´ste cede el metal y el ox´ıgeno al descomponerse, a una temperatura
de aproximadamente 180 ◦C. En este proceso, juegan un rol importante la oleilamina,
como agente reductor del Hierro, el a´cido oleico, que facilita el proceso de nu´cleacio´n,
y el octanediol, que interviene homogeneizando la reaccio´n y angostando la franja de
temperatura en la que se descompone el Fe(acac)3.
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2.2. Limpieza
Las part´ıculas sintetizadas con el me´todo recie´n descripto se encuentran recubier-
tas por a´cido oleico. Para limpiarlas de este recubrimiento, se colocan en etanol, se
resuspenden las part´ıculas por medio de ultrasonido y se deja actuar durante una ho-
ra. Luego, se separan magne´ticamente las part´ıculas y se desecha el etanol. Se coloca
metanol y nuevamente se utiliza una lavadora ultraso´nica para resuspender las part´ıcu-
las. Las mismas quedara´n en metanol durante toda la noche; durante este tiempo, el
metanol reacciona con el a´cido oleico removie´ndolo de la superficie de las part´ıculas.
Por u´ltimo, se retira el metanol y se coloca acetona. Se deja en ultrasonido a 40 ◦C
durante una hora y media, y luego se lleva a un horno a la misma temperatura. All´ı
permanecera´ durante 48 horas para que la acetona termine de limpiar la superficie de
las part´ıculas.
2.3. Funcionalizacio´n
El proceso de funcionalizacio´n de las nanopart´ıculas consiste en realizarles un re-
cubrimiento biocompatible para luego ser administradas al cultivo de levaduras. Se
utilizaron dextrosa y glucosa como recubrimientos.
Se prepara una solucio´n de agua des ionizada millipore con hidro´xido de amonio, de
pH 12; se incorporan el azu´car a utilizar y las part´ıculas desnudas. Se homogeneiza con
ultrasonido y se cubre con parafilm para evitar su evaporacio´n.
Transcurridas 48 horas, se separan magne´ticamente las part´ıculas y se desecha esta
solucio´n. Se enjuaga 3 veces con agua millipor para evitar restos de la solucio´n anterior,
que oxidar´ıa las part´ıculas.
Las part´ıculas se conservan a −24 ◦C en un freezer para evitar tanto la oxidacio´n
como la contaminacio´n biolo´gica.
2.4. Caracterizacio´n
2.4.1. Fast Fourier Infrared Spectroscopy (FTIR)
Mediante un equipo PerkinElmer UATR Two, se observan las l´ıneas de absorcio´n del
espectro infrarrojo de las nanopart´ıculas. Con esta te´cnica se determina la presencia
de las distintas mole´culas en la superficie de las mismas.
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Se utiliza una gota de la supensio´n preparada, secada con gas de N2, sobre la cual
se incide con un rayo de luz infrarroja. Se registra el espectro dado por la reflexio´n del
haz. En el caso de muestras so´lidas, se aplica una presio´n sobre el polvo que garantice
su contacto con la superficie de incidencia del haz.
2.4.2. Dynamic Light Scattering (DLS)
Este me´todo sirve para obtener la distribucio´n de taman˜o de las part´ıculas. Se basa
en la dispersio´n de la luz por parte de las part´ıculas en suspensio´n al incidir un haz
sobre la misma. Esta dispersio´n es dependiente de la distribucio´n de taman˜os de las
part´ıculas. El equipo utilizado, modelo Nano ZS90 de ZetaSizer - Nano series, posee en
su software un modelo basado en part´ıculas esfe´ricas con el cual calcula la distribucio´n
de taman˜os entregada.
Se preparan los portamuestras de seccio´n cuadrada con suspensiones muy dilu´ıdas
de las nanopart´ıculas a medir. Para garantizar la efectividad del me´todo, las suspen-
siones deben ser transparentes. Los portamuestras utilizados fueron de pla´stico para
las suspensiones cuyo solvente fuera agua y de vidrio para el caso de solvente orga´nico.
2.4.3. Termogravimetr´ıa (TGA)
Este estudio permite determinar la composicio´n de la muestra segu´n sus procesos
de evaporacio´n, descomposicio´n y oxidacio´n al ser sometidas a temperatura. Con este
ana´lisis se busca determinar el porcentaje de masa orga´nica en las part´ıculas utilizadas.
La Termogravimetr´ıa se basa en la medida de la variacio´n de la masa de una muestra al
someterse dicha muestra a un programa de temperatura. Se trabaja en una atmo´sfera
controlada con un flujo constante de Argo´n, utilizando una masa similar de muestra que
de alu´mina como blanco. Se disponen ambos materiales en los platos de una balanza
diferencial de alta precisio´n del equipo utilizado, modeloDTG-60H de Shimadzu.
2.4.4. Caracterizacio´n magne´tica
La caracterizacio´n magne´tica permite comprobar el comportamiento superparamagne´ti-
co de las part´ıculas con que se trabaja mediante una curva de magnetizacio´n en funcio´n
del campo aplicado, y da informacio´n sobre transiciones de fase y temperatura de blo-
queo mediante la medicio´n de la curva de magnetizacio´n en funcio´n de la temperatura.
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Se coloca cierta cantidad de nanopart´ıculas en suspensio´n, cuya concentracio´n es
conocida. Se mezcla con pol´ımero Polyvinylpyrrolidone (PVP) y se deja secar; de esta
manera las part´ıculas quedan fijas, dispersas, minimizando las interacciones entre las
mismas y evitando el mecanismo de relajacio´n de Brown. Luego, este so´lido se muele
para ser colocado dentro de una ca´psula de gelatina. Se completa el volumen de la
ca´psula con papel tisue de suceptibilidad conocida para ser descontado de las medicio-
nes; de esta manera las part´ıculas en la muestra se fijan. El me´todo de medicio´n mueve
la muestra dentro de las bobinas detectoras; si se movieran las part´ıculas de la muestra
dentro del portamuestras los datos no tendr´ıan validez.
Vibrating Sample Magnetometer (VSM)
El equipo utilizado es un LakeShore. En e´l se introduce la muestra entre las piezas
polares del ima´n y el centro entre las bobinas detectoras. Se utilizo´ una secuencia para
variar el campo el campo de 10000 G a −10000 G, midiendo la magnetizacio´n de la
muestra cada 100 G y manteniendo la temperatura constante al valor que se fijara.
Otra secuencia utilizada manten´ıa el campo magne´tico a un valor fijo y variaba la
temperatura.
Superconducting Quantum Interference Device (SQUID)
Este equipo, Quantum Design MPMS-5S, permite mediciones ma´s precisas que el
anterior mediante un funcionamiento similar. En el caso del SQUID, la muestra mag-
netizada induce una fem en un sistema de bobinas, pero el detector se vale de una
juntura Josephson que detecta los cuantos de flujo magnetico con una gran sensibili-
dad.
2.4.5. Hipertermia
Para ensayos de hipertermia magne´tica se utilizo´ un equipo NanoScale Biomagnetics,
configurado en un campo magne´tico AC de 570 kHz y 200 Gauss de amplitud. Se
utilizaron programas de diferentes tiempos, pero sin cambiar las magnitudes anteriores.
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2.5. Part´ıculas utilizadas
A lo largo de este proyecto se sintetizaron diferentes tipos de part´ıculas:
Las primeras fueron sintetizadas por Enio Lima Jr. que fueron utilizadas para la
Prueba de concepto, cuyos resultados se presentan en el Cap. 4.
Luego, se sintetizaron part´ıculas de o´xidos de hierro y de o´xido de hierro dopado
con zinc. Estas part´ıculas se utilizaron para probar el calentamiento por hipertermia
magne´tica (Ver Cap. 5) para luego llegar a probar el mismo feno´meno dentro de un
cultivo celular (Ver Cap.6).
Cap´ıtulo 3
Modelo celular
“The phoenix must burn to emerge.”
— Janet Fitch.
Las levaduras saccharomyces cerevisiae son organismos unicelulares de entre 3 y
10 µm, eucariotas y pertenecen al reino funghi. Se muestra una imagen tomada con
microscopio o´ptico a 100x en la Fig. 3.1.
Figura 3.1: Cultivo de levaduras saccharomyces cerevisiae. En el interior de cada una de ella
pueden verse organelas y un gran nu´cleo.
Estos cultivos presentan un crecimiento ra´pido y facilidad para replicarse. Los tiem-
pos para realizar este proyecto son acotados y las levaduras se reproducen en cuestio´n
de algunas horas.
Por estos motivos, su no toxicidad y su fa´cil manipulacio´n dentro de los para´metros
de bioseguridad I, e´ste resulta un modelo muy utilizado para estudios biolo´gicos, dando
un punto de partida para el estudio y ana´lisis de organismos eucariotas ma´s complejos
como pueden ser las ce´lulas humanas. Por lo mismo, decidimos adoptarlo como modelo
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para los ensayos in-vitro a realizar en nuestro estudio del proceso de hipertermia.
3.1. Medio de cultivo
El medio de cultivo YPD (Yeast extract, Peptone, Dextrose) presenta las condicio-
nes o´ptimas para el crecimiento de la levadura. Se preparo´ colocando 1 g de extracto
de levadura, 2 g de tripte´ına bacteriolo´gica y 2 g de glucosa en 100 ml de agua desti-
lada, segu´n lo indicado en el protocolo [6]. Luego se preparo´ otro similar, agregando
adema´s 2 g de agar para lograr un medio de cultivo so´lido. Se autoclavaron los me-
dios ingresa´ndolos en un recipiente de autoclave donde se configuro´ la presio´n en 1,21
atm, llegando a hervor a aproximadamente 107 ◦C. Alcanzadas estas condiciones, se
mantienen durante 20 minutos para garantizar la esterilidad.
Una vez esteril, se midio´ la Densidad O´ptica del medio de cultivo. La Densidad
O´ptica (OD, por sus siglas en ingle´s) corresponde a la magnitud f´ısica que mide la
absorcio´n de un elemento o´ptico por unidad de distancia, para una longitud de onda
dada. A lo largo de este trabajo, la longitud de onda utilizada fue de 600 nm.
El valor de densidad o´ptica del medio de cultivo YPD l´ıquido es de 0,125 Abs.
3.2. Seleccio´n de la l´ınea celular
Se prepararon dos placas de petri con medio de cultivo con agar, trabajando en
esterilidad bajo una campana de bioseguridad I. Esta campana posee un flujo laminar
hacia afuera, protegiendo a la muestra de la contaminacio´n externa, pero no protege
al usuario, por lo que no debe utilizarse para preparados to´xicos o patolo´gicos. Dentro
de la campana se trabaja u´nicamente con instrumentos este´riles, se debe limpiar la
superficie con una solucio´n de alcohol al 70 % en agua antes de trabajar, y luego tener
el recaudo de limpiar con el mismo alcohol cada elemento a ingresar. Mantener estas
condiciones garantiza que el cultivo se mantenga axe´nico. Al retirarse de la campana,
se vuelve a limpiar la superficie, dejando as´ı la campana lista para el pro´ximo usuario.
Se tomo´ una pequen˜a porcio´n de un cubito de levadura prensada fresca, fue dilu´ıda
en agua generando una solucio´n muy saturada. Se la mezclo´ mediante el uso de un
vortex y se estrio´ con un anza la solucio´n de levadura en las placas de petri con el
medio de cultivo so´lido.
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Se dejaron crecer toda la noche (Over Night - ON ) a 37 ◦C. Al d´ıa siguiente se
selecciono´ una de las colonias formadas para iniciar el cultivo patro´n con el que se
realizara´n todos los experimentos de este trabajo.
La Fig. 3.2 muestra la placa de petri con el medio YPD con agregado de agar en el
cual crecieron las levaduras del preparado estriado. Sen˜alado con un c´ırculo negro, se
observa el lugar en que se encontraba la colonia seleccionada para generar el cultivo
patro´n.
Figura 3.2: Se muestra una fotograf´ıa del estriado realizado sobre YPD con agregado de agar.
Se observa un c´ırculo sen˜alando la posicio´n de la colonia retirada para empezar el cultivo patro´n.
Se coloco´ la colonia seleccionada en 10 ml del medio de cultivo l´ıquido y se llevo´ a
incubar en un agitador orbital con temperatura controlada a 37 ◦C, a 200 RPM , ON.
El movimiento orbital permite que la solucio´n se oxigene y favorece el crecimiento de
la colonia.
Al d´ıa siguiente se encontro´ que el cultivo hab´ıa adquirido una apariencia lechosa.
Se coloco´ entonces parte del mismo en un criovial con glicerol, quedando una solucio´n
al 50 % y se conservo´ la muestra congela´ndola en un termo con nitro´geno l´ıquido.
Al d´ıa siguiente, se colocaron 20 ml de YPD en un erlenmeyer y, se agrego´ una
pequen˜a porcio´n del preparado congelado, raspando su superficie con un anza. Se coloco´
en el agitador orbital a 37 ◦C, 200 RPM , ON. Mediante esta incubacio´n se comprobo´
el crecimiento de las levaduras, validando la calidad de la muestra patro´n.
E´sta sera´ la l´ınea celular a utilizar en los experimentos posteriores.
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3.3. Ca´mara de NeuBauer
La ca´mara de NeuBauer consiste en un portaobjetos grabado con dos gradillas lo-
calizadas entre canaletas como se muestra en la Fig. 3.3 (a).
Cada gradilla posee cuatro cuadrantes mayores, divididos en 16 sectores iguales cada
uno, y 4 cuadrantes menores similares que sera´n utilizados en caso de organismos ma´s
pequen˜os. Se muestra un esquema de estas gradillas en la Fig. 3.3 (b)
Figura 3.3: (a) Ca´mara de NeuBauer utilizada. Las zonas coloreadas son aquellas en que se
encuentran grabadas las gradillas en las que se realizan los conteos celulares. (b) Esquema de la
gradilla grabada en las zonas sen˜aladas. (c) Esquema de un cuadrante de la gradilla indicando el
orden en que se realiza el conteo.
El conteo celular consiste en registrar la cantidad de ce´lulas observadas por cuadran-
te, contando en el sentido que se esquematiza en la Fig. 3.3 (c). Para garantizar la
validez del me´todo se precisa un mı´nimo de 4 ce´lulas por cuadrante.
La densidad celular del cultivo δ resulta entonces
δ
[ c¯
ml
]
= X¯fd × 104, (3.1)
siendo c¯ la cantidad media de ce´lulas, X¯ el promedio de la cantidad de ce´lulas contadas
por cuadrante, y fd el factor de dilucio´n.
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3.4. Protocolo de descongelado y siembra del cul-
tivo celular
Se colocan 30 ml de medio de cultivo YPD en un erlenmeyer de 250 ml. En e´l se
coloca una porcio´n del cultivo congelado en glicerol, raspando el mismo con un anza
(sin descongelar). Se dispone el cultivo en un agitador orbital a 37 ◦C, 200 RPM , ON.
Al d´ıa siguiente, utilizando una ca´mara de NeuBauer se realiza un conteo celular de
este ino´culo para sembrar 104 celulas/ml por duplicado en 20 ml de cultivo utilizando
erlenmeyers de 50 ml de capacidad. Se dispone nuevamente el cultivo a 37 ◦C, 200
RPM .
3.5. Ajuste del modelo celular
3.5.1. Curva de crecimiento
Me´todo
Se siguio´ el protocolo de descongelado y siembra del cultivo celular.
Durante 27 horas, se registo´ perio´dicamente el OD del ambos cultivos. Se realizaron
las diluciones necesarias para que los valores medidos fueran menores a 1, ya que as´ı
se asegura encontrarse bajo las condiciones de la ley Lambert-Beer.
Para cada tiempo, se realizo´ tambie´n un conteo celular en una ca´mara de NeuBauer.
Resultados
En esta seccio´n se presentan los valores promedio de ambos cultivos, ya que su com-
portamiento presento´ una diferencia menor al 10 %.
Durante las primeras 4 horas no pudo realizarse el conteo celular ya que la cantidad
de ce´lulas por cuadrante era menor o igual a 4, y el me´todo requiere un mı´nimo de 4
ce´lulas por cuadrante para que el valor tenga sentido dentro del error. Los resultados
3.5 Ajuste del modelo celular 18
se presentan en la Fig. 3.4.
Figura 3.4: Promedio de las mediciones realizadas sobre ambos cultivos. Se presenta la densidad
celular segu´n el conteo en ca´mara de NeuBauer en funcio´n del tiempo.
Se presenta en detalle el crecimiento durante las primeras 10 horas en la Fig. 3.5.
Durante las primeras 7 hs se observa una fase lag de crecimiento, en el que la densidad
celular aumenta muy poco en el tiempo. Luego, el crecimiento se vuelve exponencial.
Por u´ltimo se registro´ un crecimiento notablemente menor, llegando a una fase esta-
cionaria.
Figura 3.5: Mediciones correspondientes a las primeras 10 horas. En este caso se observa
claramente el crecimiento exponencial.
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Por otro lado, en la Fig. 3.6 se grafican los valores de OD en funcio´n de la densidad
celular promedio.
Figura 3.6: OD en funcio´n de la densidad celular del cultivo. Se presenta el ajuste correspon-
diente a la fase exponencial de crecimiento.
Se pueden observar dos relaciones lineales entre los valores. Los primeros valores,
cuyo ajuste presenta una pendiente menor, corresponden a la fase lag de crecimiento,
mientras que los siguientes son el principio de la fase exponencial. Esta sera´ la etapa
de crecimiento de intere´s, ya que -recordando la motivacio´n de este trabajo- las ce´lulas
objetivo para el tratamiento por hipertermia magne´tica estara´n en esta fase.
Considerando los valores dados por el ajuste en la fase de crecimiento exponencial,
la ecuacio´n que los relaciona es
δ
[ c¯
ml
]
=
(OD[Abs]− 0, 14)× 108
4,95
(3.2)
3.5.2. Protocolo de viabilidad
Azul de Metileno
El azul de metileno es un colorante orga´nico. Cuando las ce´lulas esta´n inmersas
en una solucio´n con azul de metileno, e´ste penetra ellas. Aquellas que se encuentren
metabo´licamente activas, lo reducen y decoloran, mantenie´ndose claras y refringentes
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en su estado normal. En cambio, las ce´lulas equidecentes no realizan este proceso y
quedan ten˜idas de azul. De esta manera, pueden distinguirse las ce´lulas vivas de las
ce´lulas muertas.
Debe tenerse el recaudo de ajustar el protocolo para estudiar viabilidad sin afectar
al sistema, ya que el colorante resulta to´xico a grandes concentraciones o largas expo-
siciones, y debe encontrarse en una concentracio´n suficiente para alcanzar a todas las
ce´lulas.
Ajuste del protocolo
Se realizo´ el protocolo de descongelado. Esta vez, no se sembro´ el cultivo por dupli-
cado sino que se realizo´ el conteo celular y se dispusieron 4 eppendorfs con 1 ml de
cultivo cuya densidad celular fuera de 106 c¯/ml. Dos de ellos se colocaron en un bloque
te´rmico a 100 ◦C durante 10 minutos: e´stos sera´n los controles positivos de muerte
celular.
A continuacio´n, se probaron distintas concentraciones de azul de metileno tanto en
los cultivos vivos como en los controles positivos para ajustar el protocolo de viabilidad.
El protocolo efectivo para comprobar viabilidad resulto´ de centrifugar 0, 5 ml de
cultivo a 500 RPM durante 5 minutos. Se pipeteo´ el sobrenadante y luego se agrego´
1 ml de solucio´n de azul de metileno al 1 % al pellet resultante del proceso de cen-
trifugado. Se agito´ para resuspender las ce´lulas y se dejo´ actuar durante un minuto.
Se observo´ en el microscopio; las ce´lulas vivas no presentaron cambios, mientras que
las ce´lulas equidecentes se tin˜eron de azul. Se presentan ima´genes tomadas en la Fig. 3.7
Figura 3.7: A la izquierda se observan ce´lulas de saccharomyces cerevisiae vivas en azul de
metileno al 1 %. Se observan refringentes, claras y con su forma y taman˜o habitual. A la derecha,
se presenta el mismo tipo de ce´lulas, esta vez equidecentes, bajo las mismas condiciones. En este
caso se observa que las ce´lulas se encuentran ten˜idas por el colorante. Adema´s, la pared celular
resulta oscurecida y el taman˜o promedio es ligeramente menor. Por todo esto, se considera que
estas ce´lulas no se encuentran metabo´licamente activas.
Cap´ıtulo 4
Prueba de concepto
“I’d rather be partly great than entirely useless.”
— Neal Shusterman.
Para la prueba de concepto realizada en este trabajo, se utilizaron part´ıculas de
magnetita de un stock sintetizado por el Dr. Enio Lima Jr.
La magnetita es un mineral de hierro constituido por o´xido ferroso-dife´rrico (Fe3O4).
Presenta un comportamiento ferrimagne´tico, ya que los momentos magne´ticos de los
distintos cationes del sistema (Fe2+Fe3+2 O
−2
4 ) se encuentran fuertemente acoplados de
forma que en cada celda unidad resulta un momento magne´tico no compensado. La
suma de estos momentos magne´ticos es la responsable de que la magnetita tenga un
momento magne´tico elevado. Es el o´xido de hierro con mayor magnetizacio´n presente
en la naturaleza.
En la estructura cristalina de la magnetita, los ox´ıgenos forman una red FCC y
los iones de hierro ocupan espacios intersticiales. La mitad de los Fe3+ ocupan sitios
tetrae´dricos, mientras la otra mitad ocupa sitios octae´dricos, al igual que los Fe2+. La
celda unidad esta´ compuesta por 32 iones O2− y su para´metro de red es a = 0,839 nm.
A bajas temperaturas, la magnetita atravieza una transicio´n de fase cristalina cono-
cida como Transicio´n de Verwey, de una estructura monocl´ınica (rectangular) a una
cu´bica. Esta transicio´n ocurre a temperaturas cercanas a los 121 K, dependiendo de
las caracter´ısticas inherentes al proceso de s´ıntesis [7].
Se realizo´ un recubrimiento con dextrosa. E´ste es un polisaca´rido de glucosa con
enlaces (α1→ 6) y ramificaciones (α1→ 4), (α1→ 2) y (α1→ 3).
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Utilizando una micropipeta se colocaron 9, 5 ml de la preparacio´n de YPD con
levaduras en dos erlenmeyer de 50 ml y se agrego´ a uno de ellos 200 µl de la suspencio´n
de nanopart´ıculas, y al otro 200 µl del mismo agua que usamos para la suspensio´n
(agua desionizada milipor). Luego, los preparados se dispusieron para su incubacio´n en
el agitador orbital a 200 RPM y a 37 ◦C, ON.
Al d´ıa siguiente se observaron notablemente opacadas las dos soluciones. La solucio´n
con nanopart´ıculas se notaba de un color ma´s oscuro que la otra. Se midio´ la OD y se
obtuvieron valores similares entre s´ı y mucho mayores a los anteriores. Se colocaron en
la heladera (4 a 8 ◦C) para detener el crecimiento de los cultivos y posibilitar su uso
posterior.
Se observaron ambas muestras en un microscopio, colocando 36 µl de cada una sobre
un portaobjetos y cubriendo cuidadosamente con un cubreobjetos. Durante la medicio´n
debio´ controlarse que la muestra se mantuviera hidratada.
Se centrifugaron las muestras para separar las levaduras del medio en un caso y del
medio y part´ıculas sueltas en el otro. Se colocaron en el secador a 45 ◦C para secarlas
y medir su magnetizacio´n a RT (Room Temperature) en VSM.
4.1. Funcionalizacio´n
En la Fig 4.1 se muestra el espectro FTIR inicial de las part´ıculas con a´cido oleico.
Luego de la reaccio´n con acetona, se muestran las part´ıculas desnudas en la Fig. 4.2. A
continuacio´n se presentan el dextra´n antes y despue´s de colocarlo en solucio´n acuosa
de amon´ıaco con pH 12 en las Fig. 4.3 y 4.4 respectivamente. Por u´ltimo, se observa
el resultado de la funcionalizacio´n en la Fig. 4.5. Puede observarse claramente como
en este proceso desaparece el pico correspondiente al a´cido oleico y luego se agrega el
del dextra´n. De esta forma queda establecido que el proceso de funcionalizacio´n de las
nanopart´ıculas de magnetita resulta exitoso, dejando una capa superficial formada por
mole´culas de dextra´n.
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Figura 4.1: Espectro FTIR de part´ıculas de Fe3O4 con recubrimiento de a´cido oleico.
Figura 4.2: Espectro FTIR de part´ıculas de Fe3O4 desnudas
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Figura 4.3: Espectro FTIR de dextra´n antes de colocar en solucio´n a pH 12
Figura 4.4: Espectro FTIR de dextra´n luego de colocar en solucio´n a pH 12
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Figura 4.5: Espectro FTIR de part´ıculas de Fe3O4 luego de realizar el recubrimiento con
dextra´n.
4.1.1. Distribucio´n de taman˜os
Se realizaron mediciones de dispersio´n de luz de suspensiones de nanopart´ıculas
recubiertas por a´cido oleico, part´ıculas desnudas y part´ıculas recubiertas por dextra´n.
Los resultados se observan en la Fig. 4.6
4.1 Funcionalizacio´n 26
Figura 4.6: Mediciones de los dia´metros realizadas por dispersio´n de luz (DLS). Se observan los
dia´metros medios de aglomerados de part´ıculas recubiertas en dextra´n (rosa), desnudas (violeta)
y recubiertas en a´cido oleico (gris)
De esta medicio´n se observan los dia´metros medios, obteniendo como resultados:
248 ± 20 nm para las part´ıculas recubiertas por a´cido oleico, 289 ± 30 nm para las
part´ıculas desnudas y 100± 8 nm para las part´ıculas recubiertas por dextra´n.
Se observa un comportamiento ano´malo, opuesto a lo esperado ya que las part´ıculas
desnudas resultan con un dia´metro mayor a las que tienen una mole´cula extra en su
superficie. Esto se justifica teniendo en cuenta las interacciones entre part´ıculas. El
recubrimiento de a´cido oleico producto de la s´ıntesis es un recubrimiento delgado, del
orden de 2 nm, que permite la interaccio´n entre part´ıculas y la formacio´n de aglo-
merados. Estas interacciones responden a la forma 1/r. Al quitar el recubrimiento,
los aglomerados medidos resultan ligeramente mayores siendo de aproximadamente 50
nanopart´ıculas, suponiendo va´lido el dia´metro medio nominal por part´ıcula dado por
el proceso de s´ıntesis (23 ± 2 nm). Por u´ltimo, el dia´metro medido para las part´ıcu-
las recubiertas por dextra´n es el menor de todos. Esto indica que las interacciones se
ven notablemente disminu´ıdas por la capa de dextra´n (de aproximadamente 30 nm),
resultando en cu´mulos de 1 o´ 2 nanopart´ıculas aproximadamente.
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4.1.2. Caracterizacio´n magne´tica
Se midio´ la magnetizacio´n de las part´ıculas en funcio´n de la temperatura aplicando
un campo magne´tico H = 200 Gauss. La medicio´n se presenta en la Fig. 4.7. Al
aumentar la temperatura, se observa que la magnetizacio´n del sistema disminuye hasta
alcanzar la temperatura de 160 K. Luego, se observa un cambio brusco en la curva,
donde la magnetizacio´n deja de obedecer la ley de Curie, aumentando sus valores; esto
es debido a la transicio´n de Verwey, indicando la buena cristalizacio´n de la magnetita.
Figura 4.7: Magnetizacio´n en funcio´n de la temperatura para Fe3O4 recubierta por dextra´n
a campo fijo en 200 Gauss.
Al estudiar el comportamiento de la magnetizacio´n en funcio´n del campo aplica-
do para distintas temperaturas (Fig. 4.8 a Fig. 4.12), se observa un pequen˜o ciclo de
histe´resis, indicando que parte de la muestra de nanopart´ıculas esta´ en re´gimen blo-
queado.
Se realizo´ un ajuste lineal de M en las zonas de alto campo que permitieron calcular
la magnetizacio´n de saturacio´n media Ms.
Si bien al presentar un pequen˜o ciclo de histe´resis nos indica que algunas de las
part´ıculas se encuentran en re´gimen bloqueado, se realizo´ otro ajuste con la forma
funcional de Langevin
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L(x) = ctan(x)− 1
x
(4.1)
con x = µM
kBT
para estimar el valor del momento de las part´ıculas.
En la medicio´n de Ms(H) se observa una variacio´n entre los 100 y los 150 K. Esto
se corresponde con la transicio´n de Verwey ya observado en el ana´lisis de M(T ), que
consiste en una variacio´n de las fases, como se observa en la Fig. 4.13
Figura 4.8: Magnetizacio´n en funcio´n del campo para Fe3O4 recubierta por dextra´n medida
a T = 100 K.
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Figura 4.9: Magnetizacio´n en funcio´n del campo para Fe3O4 recubierta por dextra´n medida
a T = 150 K.
Figura 4.10: Magnetizacio´n en funcio´n del campo para Fe3O4 recubierta por dextra´n medida
a T = 200 K.
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Figura 4.11: Magnetizacio´n en funcio´n del campo para Fe3O4 recubierta por dextra´n medida
a T = 250 K.
Figura 4.12: Magnetizacio´n en funcio´n del campo para Fe3O4 recubierta por dextra´n medida
a T = 300 K.
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Figura 4.13: Magnetizacio´n de saturacio´n del sistema en funcio´n de la temperatura.
4.1.3. Purificacio´n e incubacio´n de las levaduras
Se separo´ la muestra preparada en dos erlenmeyer ma´s pequen˜os (50 ml) y se realizo´
la prueba de concepto, agregando con una micropipeta 200 µl de suspensio´n 5 % de
nanopart´ıculas de Fe3O4 recubiertas por dextra´n a uno de ellos y la misma cantidad
de agua des ionizada millipor al otro. Se colocaron en el agitador orbital a 200 RPM
y 37 ◦C, ON. En la Fig. 4.14 se muestra el resultado obtenido al d´ıa siguiente. Puede
observarse la solucio´n notablemente ma´s turbia que el medio limpio y adema´s una
diferencia en la coloracio´n debido a las part´ıculas.
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Figura 4.14: Se observa a la izquierda el cultivo de levaduras con agregado de nanopart´ıculas
y a la derecha el cultivo de control. Puede notarse un ligero cambio en la coloracio´n
La medicio´n de OD sobre estos cultivos resulto´ en 2,65 Abs para el cultivo sin part´ıcu-
las y 2,68 para aquel al que se le agregaron nanopart´ıculas. Esto indica que las levaduras
continuaron reproducie´ndose correctamente y de manera similar independientemente
del agregado de part´ıculas, es decir, que e´stas no resultaron to´xicas para las ce´lulas.
Luego se observaron ambas muestras bajo el microscopio. Ima´genes de lo observado
se presentan en las Fig. 4.15 y 4.16. En la primera, se observan las levaduras con sus
organelas, mientras que en el segundo se aprecian adema´s cu´mulos de part´ıculas que
no fueron incorporados por las levaduras. Se pudo observar movimiento de las ce´lulas,
indicando que las mismas estaban vivas, lo que verifica la viavilidad del me´todo.
4.1 Funcionalizacio´n 33
Figura 4.15: Cultivo de levadura sin agregado de nanopart´ıculas bajo el aumento 100x
Figura 4.16: Se observa el cultivo de levadura con agregado de nanopart´ıculas bajo el aumento
100x
El aumento utilizado no es suficiente para apreciar las nanopart´ıculas individuales,
por lo que se busco´ estudiar la incorporacio´n de las part´ıculas separando las levaduras
de ambas muestras y medirles su magnetizacio´n. El resultado de esta medicio´n se
presenta en la Fig. 4.17.
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Figura 4.17: Medicio´n en VSM realizada sobre levaduras del cultivo control (negro) y levaduras
alimentadas con part´ıculas de Fe3O4 recubiertas en dextra´n (rosa).
Las levaduras de control (sin nanopart´ıculas) muestran una pequen˜a sen˜al magne´tica
de probable contaminacio´n en la manipulacio´n de la muestra. Mientras que la medicio´n
de las levaduras a las que fueron incorporadas las part´ıculas muestra una magnetizacio´n
apreciable y un ciclo de histe´resis similar al medido al caracterizar las part´ıculas. Esto
verifica la incorporacio´n de part´ıculas en la levadura.
Adema´s, de la Fig. 4.12 conocemos la magnetizacio´n por gramo de las part´ıculas de
Fe3O4 recubiertas por dextra´n a RT. Entonces, realizando el cociente entre el valor de
magnetizacio´n obtenido para las levaduras magne´ticas y la magnetizacio´n por gramo de
part´ıculas, obtenemos que la masa de particulas presente en la muestra es de 4, 9± 0, 2
mg (0, 25 ± 0, 01 mgNP/mglevadura). Esto corresponde a la mitad de las part´ıculas
agregadas al cultivo.
Cap´ıtulo 5
Caracterizacio´n de las part´ıculas
sintetizadas
“Trust the wait. Embrace the uncertainty. Enjoy the beauty
of becoming. When nothing is certain, anything is possible.”
— Mandy Hale.
5.0.1. S´ıntesis de part´ıculas de Magnetita
Para esta primera s´ıntesis, se utilizaron las cantidades que se enumeran a continua-
cio´n:
- Acetil Acetonato Fe´rrico (Fe(acac)3): 4, 24± 0, 01 g
- Oleilamina: 8, 0± 0, 1 ml
- A´cido Oleico (AO): 8, 0± 0, 1 ml
- Octanediol: 0, 331± 0, 001 ml
- Octadeceno: 40, 0± 0, 2 ml
Se abre la va´lvula que permite el ingreso de Nitro´geno para generar la atmo´sfera
inerte, dejando una de las bocas del balo´n libre para eliminar la humedad. La manta
te´rmica se encuentra prendida. A los 120 °C se deja reaccionar durante 20 minutos
y luego se coloca el condensador; de esta manera, se elimina parte del agua pero no
toda, permitiendo la oxidacio´n parcial de las part´ıculas y -por lo tanto- la formacio´n de
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magnetita en la superficie sobre un core de wurstita. A los 200°C se sube al ma´ximo la
potencia de la manta te´rmica y se registra la temperatura durante una hora. A los 320
◦C se visualizan explosiones del agua al condensar y reingresar a la s´ıntesis. Pasado el
tiempo, se retira la manta te´rmica y se deja enfriar.
Caracterizacio´n
Se realizo´ el proceso de limpieza, pero la acetona se evaporo´ haciendo que el a´cido
oleico con la temperatura se tornara pegajoso. Se intento´ repetir el proceso de limpieza,
se intento´ colocando detergente Tween 20 y tambie´n con diclorometano (cloruro de
metileno, CH2Cl2).
A partir de este percance, se cubrio´ la muestra con dos capas de aluminio antes de
ingresarla al horno a 40 ◦C.
Se logro´ remover el a´cido oleico de las part´ıculas y se procedio´ a la funcionalizacio´n
de las mismas con dextra´n.
Figura 5.1: Espectro FTIR de part´ıculas de magnetita en proceso de limpieza. Se observa
todav´ıa a´cido oleico.
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Figura 5.2: Espectro FTIR de part´ıculas de magnetitas limpias.
Se realizo´ una caracterizacio´n magne´tica de estas part´ıculas. Se observa su compor-
tamiento superparamagne´tico en la Fig. 5.3, donde se muestra la magnetizacio´n del
sistema en funcio´n del campo aplicado para una temperatura de 300 K.
Figura 5.3: Magnetizacio´n en funcio´n del campo para temperatura de 300 K. Se observa el
comportamiento superparamagne´tico.
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La curva de magnetizacio´n en funcio´n de temperatura para un campo de 200 Gauss,
Fig. 5.4, presenta dos pendientes bien diferenciadas. Este comportamiento se corres-
ponde con la transicio´n de Verwey.
Figura 5.4: Magnetizacio´n en funcio´n de temperatura para un campo de 200 Gauss. Se observa
un cambio claro en el comportamiento debido a la transicio´n de Verwey.
Se preparo´ una muestra de 5, 0± 0, 1 mg de part´ıculas en 1 ml de agua des ionizada
y se coloco´ dentro del equipo de hipertermia. Se observa la medicio´n en la Fig. 5.5.
Estas part´ıculas no subieron su temperatura sensiblemente.
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Figura 5.5: Evolucio´n de la temperatura de part´ıculas de magnetita en una suspensio´n acuosa
en funcio´n del tiempo para un campo AC de 200 Gauss.
5.0.2. S´ıntesis de part´ıculas de Ferrita de Zinc (CatZn)
Buscando part´ıculas de menor anisotrop´ıa para privilegiar el mecanismo de relajacio´n
de Neel, se sintetizaron part´ıculas de Ferrita de Zinc, Zn0,2Fe2,8O4.
Este material presenta una fase ferrita. Se compone de una red fcc de Ox´ıgenos, con
Fe3+ y Zn en los intersticios tetragonales y Fe2+ y Fe3+ en los intersticios octae´dricos.
Existen 2 espacios octae´dricos por cada tetragonal.
Para esta s´ıntesis, se utilizaron las cantidades que se enumeran a continuacio´n:
- Acetil Acetonato Fe´rrico (Fe(acac)3): 0, 92± 0, 01 g
- Oleilamina: 0, 81± 0, 01 g
- A´cido Oleico (AO): 2, 55± 0, 01 g
- Benzylether: 60 ml
- Octanediol: 0, 22± 0, 01 g
- Zinc Acetyl Acetonate Hydrate (Zn(acac)2): 0, 12± 0, 01 g
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Al iniciar la s´ıntesis, se abre la va´lvula que permite el ingreso de Nitro´geno para
generar la atmo´sfera inerte, dejando una de las bocas del balo´n libre para eliminar la
humedad. La manta te´rmica se encuentra prendida a 3/4 de potencia hasta alcanzar
los 80 ◦C. Luego, se baja a mitad de potencia para que el sistema se estabilice en una
temperatura cercana a los 100 ◦C. Se deja actuar durante 45 minutos y luego se coloca
el condensador. Vuelve a subirse la potencia de la manta a 3/4 de su capacidad para
llevar el sistema a 200 ◦C. Alcanzada esta temperatura, se deja reaccionar durante una
hora. Luego, se coloca la manta te´rmica a ma´xima potencia y se cuenta una hora y
media desde el inicio del reflujo. Conclu´ıdo este tiempo, se retira la manta te´rmica y se
deja enfriar. Luego de que la temperatura descienda 10 ◦C, se retira el condensador y
se cierra el flujo de nitro´geno, de manera que las part´ıculas se oxiden con la humedad
que ingresa.
Se comprobo´ la funcionalizacio´n de las part´ıculas mediante FTIR (Fig. 5.6). En este
caso, se utilizo´ glucosa en lugar de dextra´n por disponibilidad del laboratorio.
Figura 5.6: Espectro FTIR de part´ıculas de ferrita de zinc funcionalizadas con glucosa.
Estas part´ıculas funcionalizadas se observaron en TEM, obteniendo la imagen que
se presenta en la Fig. 5.7.
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Figura 5.7: Imagen de las part´ıculas de ferrita de zinc tomada por medio de TEM.
A partir de esta imagen, se midio´ el dia´metro de las part´ıculas, obteniendo un valor
medio aproximado de 23 nm.
Tambie´n se realizo´ una medicio´n por dispersio´n de luz, presentada en la Fig. 5.8.
De ella se observan dos dia´metros caracter´ısticos, en los valores de 55, 1 ± 0, 4 nm y
167, 8± 0, 6 nm
Figura 5.8: Medicio´n mediante DLS de part´ıculas de ferrita de zinc funcionalizadas con glucosa.
Se observan dos dia´metros caracter´ısticos.
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Se estudiaron gravime´tricamente estas part´ıculas, obteniendo la medicio´n que se
presenta en la Fig. 5.9. De ella se concluye que las part´ıculas funcionalizadas presentan
un 1, 84 % de materia orga´nica.
Figura 5.9: Termogravimetr´ıa realizada sobre part´ıculas de ferrita de zinc funcionalizadas con
glucosa.
Se estudio´ la magnetizacio´n en funcio´n del campo para temperatura de 300 K,
comprobando el comportamiento superparamagne´tico de las part´ıculas.
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Figura 5.10: Magnetizacio´n de part´ıculas de ferrita de zinc en funcio´n del campo para una
temperatura de 300 K.
Se midio´ la magnetizacio´n en funcio´n de la temperatura para un campo de 200 Gauss
mediante el magneto´metro SQUID.
Figura 5.11: Magnetizacio´n de part´ıculas de ferrita de zinc en funcio´n de la temperatura para
un campo aplicado de 200 Gauss.
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Midiendo el valor de TB derivado de esta ecuacio´n, se utilizo´ para calcular un valor
estimativo de la anisotrop´ıa de las part´ıculas. Para ello, valie´ndonos de la Ec. 1.4,
tenemos que
K =
KBTB
V
ln
(
τM
τ0
)
(5.1)
Considerando que τM = 100 ms, τ0 = 10
−10 ms T = TB = 137K, V = 6, 2 × 10−18
cm3 y KB la constante de Boltzman, tenemos que K ∼ 0, 8× 105 ergcm3
Se realizo´ un estudio de hipertermia magne´tica sobre estas part´ıculas suspendidas
en agua, obteniendo por resultado la medicio´n presentada en la Fig. 5.12. Se observa
un calentamiento de las part´ıculas debido al campo magne´tico.
Figura 5.12: Medicio´n de temperatura en funcio´n del tiempo para part´ıculas de ferrita de zinc
en agua al aplicar un campo magne´tico AC de 200 Gauss y 575 kHz. La seccio´n coloreada indica
el tiempo en que el campo fue aplicado.
Se comprobo´ que este comportamiento no se viera alterado por el medio de cultivo,
obteniendo la curva presentada en la Fig. 5.13. No se observo´ absorcio´n por parte del
medio.
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Figura 5.13: Medicio´n de temperatura en funcio´n del tiempo para part´ıculas de ferrita de zinc
en medio de cultivo YPD al aplicar un campo magne´tico AC de 200 Gauss y 575 kHz. La seccio´n
coloreada indica el tiempo en que el campo fue aplicado.
Observando en detalle los primeros minutos en que se aplica el campo, puede apre-
ciarse una zona plateaux de aproximadamente 40 segundos antes de comenzar a subir
la temperatura. Este comportamiento se adjudica al efecto de interacciones magne´ticas
entre las part´ıculas (formacio´n de cadenas), correspondiente a la reorganizacio´n de las
part´ıculas debido al mecanismo de Brown, tanto rotando como traslada´ndose. La in-
teraccio´n entre las part´ıculas y de e´stas con el campo magne´tico favorece la agrupacio´n
en cadena, favoreciendo la interaccio´n dipolar entre las part´ıculas. Este feno´meno esta´
siendo estudiado actualmente por la Lic. Daniela Valde´s.[8]
Cap´ıtulo 6
Hipertermia magne´tica
“The only real mistake is the one from which we learn not-
hing.”
— Henry Ford.
Se siguio´ el protocolo de descongelado y siembra del cultivo celular. Se dejo´ crecer
durante al menos 5 horas para luego agregar una cantidad conocida de nanopart´ıculas
CatZn suspendidas en agua a uno de los cultivos, y el mismo volumen de agua al otro.
Se dispuso en las mismas condiciones de temperatura y agitacio´n ON.
Para los ensayos de hipertermia siempre se separara´n las muestras en:
- Cultivo control: cultivo de levaduras sin nanopart´ıculas.
- Cultivo control-campo: cultivo de levaduras sin nanopart´ıculas que pasara´ por el
campo magne´tico AC.
- Cultivo toxicidad: cultivo de levaduras con nanopart´ıculas que no sera´ sometido al
campo magne´tico AC.
- Cultivo hipertermia: cultivo de levaduras con nanopart´ıculas que sera´ sometido al
campo magne´tico AC.
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6.1. Primer ensayo
Al d´ıa siguiente se registro´ el valor de OD del cultivo. La cantidad de part´ıculas
agregada al cultivo fue de 4, 1± 0, 2 mg.
Se tomo´ 1 ml de cultivo y se dispuso durante 20 minutos en un campo magne´tico AC
de 200 Gauss de amplitud y 575 kHz de frecuencia. El resultado obtenido se presenta
en la Fig. 6.1, donde se observa un enfriamiento de la muestra que no difiere entre la
muestra con part´ıculas y la muestra de cultivo sin part´ıculas.
Figura 6.1: Evolucio´n de la temperatura en funcio´n del tiempo sobre una al´ıcuota de cada
cultivo. La seccio´n coloreada indica el tiempo en que el campo fue aplicado.
6.2. Segundo ensayo
Se centrifugo´ el cultivo para concentrar las ce´lulas y las part´ıculas. Se quito´ el so-
brenadante y se dispuso la muestra en un campo de las mismas caracter´ısticas que
en la primera prueba. El resultado se presenta en la Fig. 6.2. En este caso, si bien se
observo´ un enfriamiento de la muestra, la temperatura descendio´ aproximadamente 3
◦C en 30 minutos, mientras que sin campo la temperatura desciende 3 ◦C en tan so´lo
5 minutos. Este hecho es una muestra de que las part´ıculas generan un calentamiento
local, si bien no es suficiente para superar la disipacio´n del calor al ambiente.
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Figura 6.2: Evolucio´n de la temperatura en funcio´n del tiempo para el cultivo II centrigugado.
La seccio´n coloreada indica el tiempo en que el campo fue aplicado.
Basa´ndonos en este resultado, se hizo un ca´lculo sobre la potencia entregada por las
part´ıculas para realizar un nuevo experimento con una mayor cantidad de part´ıculas.
Se decidio´ entonces agregar el doble de part´ıculas en un nuevo experimento.
6.3. Tercer ensayo
Se realizo´ el protocolo de descongelado y cultivo celular. Esta vez se agregaron
8, 5± 0, 2 mg de nanopart´ıculas al cultivo y se dispuso ON a 37 ◦C, 200 RPM .
Se centrifugo´ la muestra y se coloco´ en un campo magne´tico AC de 200 Gauss de
amplitud y 575 kHz de frecuencia. El resultado obtenido se presenta en la Fig. 6.3.
Se observa nuevamente una zona plateaux del orden de medio minuto; esta vez hubo
un aumento considerable en la temperatura, alcanzando los 55 ◦C. El experimento se
detuvo a esta temperatura por temor a que el cultivo aumentara su viscosidad y se
pegara a la delicada fibra o´ptica con que se mide la temperatura.
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Figura 6.3: Evolucio´n de la temperatura en funcio´n del tiempo para los cultivos centrifugados.
La seccio´n coloreada indica el tiempo en que el campo fue aplicado.
Se tomo´ una al´ıcuota de 0, 5 ml de este cultivo concentrado y se resuspendio´ en 10
ml de YPD. Luego, se tomo´ una al´ıcuota de 0, 5 ml de este cultivo, se centrifugo´ y se
resuspendio´ en 1 ml de azul de metileno al 1 %. Se observo´ en microscopio y no se
observaron ce´lulas ten˜idas. Se repitio´ esta medicio´n cada una hora, durante 6 horas
sin observar resultados positivos de tincio´n.
Por informacio´n obtenida de literatura, se sospecho´ que este comportamiento se de-
biera a la accio´n de Heat Shock Proteins [9],[10]. Estos estudios indican que las levaduras
cultivadas a 37 ◦C generan resistencia a la temperatura, por lo que podr´ıan no haber
muerto.
Sin embargo, posteriormente se analizo´ en detalle el experimento realizado y se hallo´
un error en la aplicacio´n del protocolo, ya que la concentracio´n celular del cultivo uti-
lizado es, segu´n el valor de OD medido, de 50 × 106 c¯/ml mientras que la densidad
requerida para el protocolo es de 0, 5× 106 c¯/ml.
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6.4. Cuarto ensayo
Considerando la posibilidad de que las ce´lulas generaran resistencia al calor, se realizo´
el protocolo de descongelado y cultivo celular cambiando la temperatura de 37 ◦C a 20
◦C. Se agrego´ la misma cantidad de nanopart´ıculas, 8, 5±0, 2mg y se dejo´ el cultivo ON.
Al d´ıa siguiente se midio´ OD y se observo´ que la densidad celular resulto´ notable-
mente menor a los cultivos anteriores.
Se centrifugo´ y se tomo´ el pellet para aplicar el campo magne´tico AC de las mismas
magnitud y frecuencia que en la prueba anterior. En el proceso se observo´ que parte
de las part´ıculas quedaron pegadas a la superficie interna del tubo tipo falcon en que
se realizo´ el proceso de centrifugado.
El resultado de aplicar el campo magne´tico a la muestra se presenta en la Fig. 6.4
donde puede observarse que la temperatura asciende hasta los 40 ◦C, luego de haber
pasado por un plateaux de 42 segundos. Se intento´ volver a aplicar el campo enseguida
para que la muestra no se enfriara notablemente y comprobar si la temperatura pod´ıa
ascender a valores similares a la prueba anterior, pero por un error en el software no
se pudo realizar a la velocidad pretendida. Se repitio´ el experimento y se alcanzo´ la
temperatura de 40, 8 ◦C.
Figura 6.4: Evolucio´n de la temperatura en funcio´n del tiempo para los cultivos centrifugados.
La seccio´n coloreada indica el tiempo en que el campo fue aplicado.
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Se resuspendio´ una al´ıcuota de 0, 25 ml del cultivo concentrado en 5 ml de medio
YPD. Se realizo´ un conteo celular para aplicar rigurosamente el protocolo de viabili-
dad. Considerando el valor de densidad celular, se centrifugo´ una al´ıcuota de la cual se
espera obtener un pellet con 0, 5× 106 c¯ para resuspender en 1 ml de azul de metileno
al 1 %. Se observaron ce´lulas ten˜idas, se realizo´ el conteo y se obtuvo una relacio´n del
56 % de ce´lulas ten˜idas en el total, mientras que en el cultivo sin part´ıculas no se pu-
dieron contar ce´lulas ten˜idas por no tener la cantidad mı´nima requerida.
Se realizo´ el mismo proceso sobre la muestra de cultivo con part´ıculas que no fue
sometida al campo magne´tico y el resultado de ce´lulas ten˜idas corresponde al 0, 01 %
de ce´lulas totales, correspondiente a muerte por toxicidad.
Por u´ltimo, para evaluar el efecto de la temperatura sobre las ce´lulas, se coloco´ 1 ml
de cultivo de densidad 0, 5×106 c¯/ml en un bloque te´rmico a 42 ◦C durante 5 minutos.
Se centrifugo´ 0, 5 ml y se resuspendio´ el pellet en 1 ml de azul de metileno al 1 %. En
este caso, la mortalidad celular corresponde al 0, 03 % de las ce´lulas totales, por lo que
esta temperatura no alcanza para generar la apoptosis celular. Se sospecha entonces
que la muerte producida sobre el cultivo anterior se debe en parte a un calentamiento
localizado mucho mayor al calentamiento global medido, y a la generacio´n de especies
reactivas del ox´ıgeno. [11]
Cap´ıtulo 7
Conclusiones
“It’s sad to know I’m done. But looking back, I’ve got a lot
of great memories.”
— Bonnie Blair
S´ıntesis y funcionalizacio´n de Nanopart´ıculas
Por el me´todo de s´ıntesis, las part´ıculas inicialmente esta´n recubiertas por a´cido
oleico. Es posible quitar este recubrimiento mediante procesos qu´ımicos con etanol,
metanol y acetona, y luego recubrirlas con dextra´n o glucosa. Al recubrir las part´ıculas,
la interaccio´n entre ellas resulta menor que al estar recubiertas por a´cido oleico. De
esta manera, los cu´mulos formados contendra´n aproximadamente 1 - 4 unidades en
el caso de part´ıculas funcionalizadas, en contraposicio´n de los 50 en el caso de estar
recubiertas por a´cido oleico.
Part´ıculas de magnetita
Las part´ıculas de magnetita presentan mayoritariamente un comportamiento super-
paramagne´tico con una pequen˜a histe´resis por la presencia de algunas part´ıculas de
mayor taman˜o. Se pudo observar la transicio´n de Verwey para temperaturas entre 100
y 150 ◦C. Estas part´ıculas no presentan un calentamiento notable por hipertermia
magne´tica.
52
53
Part´ıculas de ferrita de zinc
Pudieron sintetizarse correctamente part´ıculas de ferrita de zinc de aproximadamente
23 nm de dia´metro, funcionalizadas con glucosa. Su anisotrop´ıa es de K = 0, 8 ×
105 erg/cm y generan un calentamiento considerable por hipertermia. En la curva de
temperatura en funcio´n del tiempo se observa una zona plateaux antes de empezar a
aumentar la temperatura que se atribuye a un ordenamiento de las part´ıculas por el
mecanismo de Brown, agrupa´ndose en forma de cadenas.
Modelo celular
El medio de cultivo elegido, YPD, y las condiciones de temperatura de 37 ◦C y
agitamiento de 200 RPM resultan apropiadas para el crecimiento de saccharomyces
cerevisae. Se selecciono´ una colonia que diera lugar a la l´ınea celular a utilizar a lo
largo de toda la tesis. Se cultivo´ y se conservo´ en nitro´geno l´ıquido. Este preparado
puede utilizarse para generar nuevos cultivos siguiendo un protocolo de descongelado
y siembra celular descripto en la Seccio´n 3.4
Se estudio´ la curva de crecimiento de las levaduras Saccharomyces cerevisiae, obte-
niendo una relacio´n entre la densidad celular y el OD de la forma
δ
[ c¯
ml
]
=
(OD[Abs]− 0, 14)× 108
4,95
(7.1)
.
A partir de este resultado, se pudo utilizar la medicio´n de OD para cuantificar la
densidad celular de los cultivos.
Prueba de concepto
En una primera etapa de esta tesis, se realizo´ una prueba de concepto en la que
pudieron separarse levaduras con comportamiento magne´tico, verificando as´ı la incor-
poracio´n de las part´ıculas a las ce´lulas.
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Hipertermia
Se desarrollo´ un protocolo de viabilidad mediante el uso del colorante orga´nico Azul
de Metileno. Puede estudiarse la viabilidad celular a partir de la suspensio´n de 0, 5×106
ce´lulas en 1 ml de azul de metileno en solucio´n acuosa al 1 % y dejando reaccionar
durante 1 minuto. Las ce´lulas metabo´licamente activas reducen el colorante, mientras
que aquellas axe´nicas se tin˜en de azul. Mediante este protocolo se estudio´ la toxicidad
de part´ıculas de ferrita de zinc, observando una mortalidad del 0, 003 % luego de haber
agregado 8, 5 mg de part´ıculas a 20 ml de cultivo ON.
Se cultivaron levaduras a 37 ◦C, incorporando 8, 5 mg part´ıculas CatZn en la fase
exponencial de crecimiento. Se centrifugo´ el cultivo y se observo´ un aumento de la
temperatura inducido por el campo magne´tico alterno. Sin embargo, no se observo´
muerte celular. Esto puede atribu´ırse a que las levaduras generaran resistencia al calor
como forma de adaptacio´n debido a las condiciones de cultivo. Sin embargo, por un
error en la aplicacio´n del protocolo de viabilidad, no puede asegurarse que no se haya
provocado la muerte celular en el cultivo.
Por u´ltimo, suponiendo la resistencia al calor generada por las condiciones de cultivo,
se descongelo´ y sembro´ un nuevo cultivo, esta vez a 20 ◦C. Se agrego´ la misma cantidad
de part´ıculas que en el ensayo anterior, se centrifugo´ el cultivo y se observo´ un aumento
en la temperatura generado por la hipertermia magne´tica. En este cultivo se registro´ un
56 % de mortalidad debido a la hipertermia y tan solo un 0, 003 % debido a la toxicidad.
Sin embargo, las mismas ce´lulas llevadas a la misma temperatura mediante un bloque
te´rmico no presentan mortalidad cuantificable. Esto indicar´ıa entonces que la muerte
inducida en el caso de hipertermia magne´tica se deba a un aumento en la temperatura
localizado, siendo mucho mayor la temperatura alcanzada que la medida globalmente
en el sistema, o a la generacio´n de especies reactivas del ox´ıgeno.
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